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第１章 序論  
 
























1.2  PCR-DGGE を用いた土壌微生物群集解析 
DNA を用いた微生物群集解析法として、クローンライブラリー法[13]、PCR-変成濃
度勾配ゲル電気泳動（PCR-DGGE）[14]、T-RFLP（Terminal Restriction Fragment Length 
Polymorphism）[15]、マイクロアレイ[16]、次世代シーケンス[17]等がある。そのうち












































































































2.1.2.1 土壌採取と DNA 抽出 
 本研究で用いた農地土壌をTable 2-1-1に示した。各農地につき5地点から深度0-15 cm
の土壌を採取し、2 mm で篩別してよく混合後-20°C で保存した。細菌および真菌の DNA
は、FastDNA SPIN Kit for Soil（Qbiogene Inc., Irvine, CA, USA）を用いて抽出した。黒ボ
ク土からの抽出効率を高めるために、60-160 µL の 20%スキムミルク溶液を最初のバッ
ファー添加時に加えた。DNA は DNA Clean & Concentrator™-25（Zymo Research Corp., 
Orange, CA, USA）を用いて精製した[32,34]。線虫については、採取した土壌を 5 mm で
篩別してよく混合後 10°C で保存した。その土壌から改良ベルマン法に従って線虫を分
離した。そのうちの線虫 300 頭相当から Wizard SV Genomic DNA Purification System®
（Promega, Madison, WI, USA）を用いて DNA を抽出した[33,35]。 
 
2.1.2.2 PCR 
 得られた DNA を鋳型として、細菌の 16S rDNA の V6-V8 可変領域と真菌の 18S rDNA
の V1-V2 可変領域を標的とした PCR を行った。細菌のプライマーセットは F984GC
（5′-CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GAA CGC 
GAA GAA CCT TAC-3′）と R1378（5′-CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG-3′）[56]
を、真菌のプライマーセットは NS1（5′-GTA GTC ATA TGC TTG TCT-3′）と GCFung
（5′-CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GGC CCG CCG CCC CCG CCC CAT TCC CCG 
TTA CCC GTT G-3′）[57,58]を用いた。反応液の終濃度を 1× PCR buffer、0.2 mM dNTP、
1 mM MgSO4、0.4 µM bovine serum albumin（Takara Bio, Otsu, Japan）、0.2 µM（細菌）・
0.3 µM（真菌）各プライマー、1 U KOD-Plus（Toyobo, Osaka, Japan）とし、50 µL の反
応系に対して 1 µL の鋳型 DNA を用いた。反応条件は 94°C 2 分、[94°C 15 秒/55°C（細
菌）・50°C（真菌）30 秒/68°C 30 秒]×34 サイクル（細菌）・30 サイクル（真菌）とした  
8 
 
Sample Site Taxonomy1 Cultivated crop Sampling date
s1 Tsukuba Andosol Cabbage 2007/10/24    bacterial 16S rDNA 
s2 Toyohashi Yellow soil Cabbage 2007/9/19    bacterial 16S rDNA 
s3 Fukushima Andosol Spinach 2008/2/12    bacterial 16S rDNA
s4 Shiojiri Andosol Celery 2008/7/28    bacterial 16S rDNA
s5 Kyoto Brown Lowland soil Spinach 2007/4/3     fungal 18S rDNA 
s6 Tsukuba Yellow soil Sweet corn 2007/9/18     fungal 18S rDNA
s7 Nagano Gray Lowland soil Tomato 2008/8/19     fungal 18S rDNA
s8 Tsukuba Gray Lowland soil Sweet corn 2008/5/16   nematode 18S rDNA 
s9 Tsukuba Andosol Sweet corn 2008/5/18   nematode 18S rDNA
Soil information

















1According to “Classification of cultivated soils in Japan [59]”.  
2Letters in parentheses are designed names of PCR products (sample DNA): Sb1 was a single PCR 
product amplified from soil DNA extracts from s1; Sb2, Sf and Sn were pooled PCR products amplified 








Table 2-1-1. The agricultural soils used for DNA extraction and PCR-DGGE in this study. 
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[32,34]。線虫では 18S rDNA の V1-V3 可変領域を標的としたプライマーセット、SSU18A
（5′-AAA GAT TAA GCC ATG CAT G -3′）と SSU9R/GC（5′-CGC CCG CCG CGC CCC 
GCG CCC GGC CCG CCG CCC CCG CCC GAG CTG GAA TTA CCG CGG CTG-3′）[47,60]
を用いて PCR を行った。反応液の終濃度を 1× PCR buffer、0.2 mM dNTP、0.5 µM 各プ
ライマー、0.5 μM PrimeSTAR HS（Takara Bio Inc., Shiga, Japan）とし、25 µL の反応系に
対し 10 µL の鋳型を用いた。反応条件は 98°C 3 分、[98°C 10 秒/54°C 15 秒/72°C 40 秒]×27




 DGGE解析の一連の操作はD-Codeシステム（Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA）
を用いて行った。細菌群集用では、変性ゲル溶液の組成をアクリルアミド濃度 6％、DNA
変性剤濃度 50－70％とし、泳動条件を 58°C、50 V、18 時間とした。真菌群集用では、
変性ゲル溶液の組成をアクリルアミド濃度 7％、DNA 変性剤濃度 20－45％とし、泳動
条件を 60°C、50 V、20 時間とした[32,34]。線虫群集用では、変性ゲル溶液の組成をア
クリルアミド濃度 7％、DNA 変性剤濃度 20－50％とし、泳動条件を 60°C、75 V、16 時
間とした[33,35]。10°C の室内で 30 分以上静置したゲル板の隙間に、液温 5°C のゲルス
トック溶液を中央から約１分間で流し込んだ後ウェルコームを挿入し、その室内で約 2
時間、常温で 1 時間以上静置してゲルを重合させた[54]。泳動終了後ゲルを SYBR Green 
I（Cambrex Bio Science, Rockland, ME, USA）で染色し、モレキュラーイメージャーFX
（BIO-RAD Laboratories）を用いてゲル画像を得た。 
 
2.1.2.4 DGGE ゲルにおけるレーン配置 




16 ウェルゲルでは外側左右２レーンを除く 12 レーンを用い、1、5、8、12 レーンをマ
ーカーレーン、2-4、6-7、9-11 レーンをサンプルレーンとした。20 ウェルゲルでは左右
3 レーンを除く 14 レーンを解析に用い、1、5、10、14 レーンをマーカーレーン、2-4、
6-9、11-13 レーンをサンプルレーンとした（Fig. 2-1-1）。 
 
2.1.2.5 バンド位置の変動評価に用いたマーカーDNA とサンプル DNA 
マーカーレーンのマーカーバンドによってバンド位置が標準化されたサンプルレー
ンのバンド位置の変動を、標準偏差（SD）を用いて評価した。マーカーレーンにマー
カーDNA を、サンプルレーンにマーカーDNA（対照区）とサンプル DNA をそれぞれ
泳動し、それらのバンド位置の変動をそれぞれ SDM（standard deviation of marker DNA 
bands）、SDS（standard deviation of sample DNA bands）と定義した。土壌細菌、真菌、お
よび線虫群集 DGGE 用に設計された DGGE Markers III、IV、および V（Mb、Mf、およ
び Mn、Nippon Gene, Toyama, Japan）を、それぞれマーカーDNA として使用した。SDM
の評価には 16 ウェルと 20 ウェルの 2 つのゲルを使用し、各マーカーDNA につきそれ
ぞれ 10 回ずつ DGGE を行い、ゲル画像を得た（Fig. 2-1-1A、Table 2-1-2A）。 
細菌 SDS の評価には、解析にあたって十分なバンド数を得るために 2 種類の DNA サ
ンプルを用いた。すなわち s1 の PCR 産物（Sb1）と s2、s3、s4 の PCR 産物の混合物（Sb2）
を用いた（Table 2-1-1、Table 2-1-2B）。真菌 SDS の評価には s5-s7 の PCR 産物の混合物
を、線虫 SDSの評価には s8-s9の PCR産物の混合物をサンプルDNAとして用いた（Table 
2-1-1、Table 2-1-2B）。SDS の評価には 16ウェルゲルのみを使用し、Sb1を泳動したDGGE





Fig. 2-1-1. DGGE gel images and lane occupancy. (A) Letters ‘s’, ‘m’, and ‘n’ on the top of the 
images indicate sample lanes, marker lanes, and non-loaded lanes, respectively. Gel images 
show DGGE Markers III, IV, and V loaded in all sample and marker lanes in both 16-well gels 
(Mb-16, Mf-16, and Mn-16, respectively) and 20-well gels (Mb-20, Mf-20, and Mn-20, 
respectively). (B) Gel images showing bacterial (Sb1-16, Sb2-16), fungal (Sf-16) and nematode 
(Sn-16) DNA in all sample lanes in a 16-well gel. The area within dotted lines indicates the 

















Mb Bacteria 10 0 16 8 10 -2.26±0.062a -2.85±0.061 b -2.05±0.064a
(-0.087) (-0.067) (-0.099)
Mb Bacteria 10 0 20 10 10 -2.20±0.074a -3.17±0.104b -2.07±0.078a
(-0.107) (-0.104) (-0.119)
Mf Fungi 8 0 16 8 10 -1.91±0.043a -2.58±0.081b -1.73±0.043a
(-0.063) (-0.089) (-0.071)
Mf Fungi 8 0 20 10 10 -2.00±0.041a -2.70±0.065b -1.83±0.040a
(-0.058) (-0.069) (-0.062)
Mn Nematode 7 0 16 8 10 -1.93±0.045a -2.80±0.094b -1.81±0.050a
(-0.062) (-0.089) (-0.073)
Mn Nematode 7 0 20 10 10 -2.01±0.018 a -3.09±0.089b -1.90±0.017a
(-0.024) (-0.077) (-0.024)












Sb1 Bacteria 23 2 16 8 15 -2.19±0.028a -1.55±0.114bb -1.36±0.089bb
(-0.061) (-0.354) (-0.312)
Sb2 Bacteria 18 5 16 8 10 -2.18±0.034a -1.62±0.169bb -1.37±0.134bb
(-0.066) (-0.441) (-0.416)
Sf Fungi 20 1 16 8 10 -1.74±0.021a -1.73±0.082aa -1.31±0.041bb
(-0.055) (-0.213) (-0.140)
Sn Nematode 21 2 16 8 10 -2.14±0.044a -1.66±0.192bb -1.37±0.139bb
(-0.093) (-0.531) (-0.446)
(C) Variations converted into Rf scale and millimeter, and position tolerance
Sb Bacteria -1.366 0.255 0.204
Sf Fungi -1.306 0.270 0.107







































   
Table 2-1-2. The agricultural soils used for DNA extraction and PCR-DGGE in this study. 
1Mb, Mf, and Mn indicate DGGE markers III, IV and V (Nippon Gene), respectively, loaded in sample lanes. 
2The Kolmogorov–Smirnov test for normality of distribution was performed for the position data of each band. 
3For normally distributed data, variations in band positions of both marker DNA (SDM) and sample DNA 
(SDS) within sample lanes were evaluated for each band by logarithmically transformed standard deviations; 
mean ± standard errors of all bands were shown followed by letters (a, b) which show significant differences in 
each row (p < 0.01). ln(T-SDM) and ln(T-SDS) indicate total variations in SDMs and SDSs, respectively; 
ln(W-SDM) and ln(W-SDS) indicate within-gel variations in SDMs and SDSs, respectively; ln(B-SDM) and 
ln(BSDS) indicate between-gel variations in SDMs and SDSs, respectively. 
4CV in parentheses indicates a coefficient of variation, which was calculated from the values of all bands.  
5Valiations of Sb were calculated from data of both Sb1 and Sb2. 
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2.1.2.6 DGGE ゲル画像の処理 




置をゲル 10 枚分のデータの平均値によって定めた（Fig. 2-1-2）。最後にバンドを検出し、
各バンドの位置データを取得した。ゲルの泳動方向における最上位と最下位のマーカー
のバンド位置を、それぞれ Rf 値（relative front value）[19]の 0(%)と 100(%)とし、その
範囲を解析に用いた。線虫のマーカー[35]では、上から 3 番目のマーカーバンドを最上









 バンド K における T-SDM・T-SDS  =                                                                     
    
すなわち、全ゲルの全サンプルレーンの位置データ（Rf 値）から変動値を算出した。
ここで K はバンド番号、n は検討したゲル数、m はゲル内のサンプルレーン数である
（Table 2-1-2）。xKijは i 番ゲル j 番レーンにおけるバンド K の Rf 値である。xK
─
はバンド





















Fig. 2-1-2. Loading images of marker DNA and sample DNA. A, B, and C indicate bacterial, 
fungal, and nematode DGGE gel images loading DGGE Marker III, IV, and V, respectively. Rf 
values of the reference positions (B1-B10, F1-F8, and N3-N9, respectively) and intervals 
between the bands were also shown. (Sb1, Sb2), (Sf), and (Sn) indicate bacterial, fungal, and 
nematode DNA samples with the mean Rf value of each band position. *1: B3 band was 
excluded from the reference bands for normalization because of the instability of the band 
position itself (See Fig. 2-1-3B). *2: Median in band positions is shown (See Table 2-1-3) for 









は i 番ゲルのバンド K の平
均 Rf 値である。 
同様に、各バンドの「ゲル間の変動（B-SDM、B-SDS）」を以下の式により定義した。 
 
バンド K における B-SDM・B-SDS = 
 




  レーン J における L-SDM = 
 
すなわち、各レーンの各バンドのゲル間の変動値をレーン内の全バンドで平均した。こ
こで J はゲル内のレーン番号、l はレーン内のバンド数である。xJkiは i 番ゲルの J 番レ
ーンにおけるバンド k の Rf 値、xJk
─
は J 番レーンにおけるバンド k の平均 Rf 値である。


























































距離（distance from the nearest marker band, DNM）の間の相関を評価するために、回帰分
析を行った。曲線性の検定（curvature test）は二次回帰を用いて行った。サンプルグル
ープ間の有意差を評価するために、分散分析（ANOVA）とテューキーの HSD 検定
（Tukey's HSD Test）を行った。以上は統計解析ソフト R version 2.15.0 [62]を用いて行っ
た。各 DGGE の各バンドの変動程度の評価には変動係数（coefficient of variation, CV）
を用いた（Table 2-1-2A/B）。非正規性（正規性が認められなかった）データに対しては、
中央値（median）と四分位範囲（interquartile range, IQR）を用いて変動を評価した。第






た（p < 0.05）。サンプル DNA では Sb1 で 23 バンド、Sb2 で 18 バンド、Sf で 20 バンド、
Sn で 21 バンドが全ゲルの全レーンに共通して認められた（Table 2-1-2B、Fig. 2-1-2）。
それらのバンドの大きな割合で正規性が認められたが、Sb1 で 2 バンド、Sb2 で 5 バン









細菌解析用マーカ （ーDGGE Marker III）の全バンド（10 バンド、B1-B10; Fig. 2-1-2A）
をサンプル（Sb1、Sb2）のバンド位置の標準化に用いた場合、B3 あるいは B8 付近の
一部のサンプルバンドの全体の変動［ln(T-SDS)s］が、他よりも顕著に高い傾向にあっ
た（Fig. 2-1-3B）。B3 については、予備検討でバンド位置の変動が隣の B2、B4 に比べ
て大きい傾向にあったことから（データ省略）、B3 付近のサンプルバンドの大きな変動
は B3 の位置の不安定性によるものと推察された。そこで B3 と B8 をマーカーとして使
用した場合としない場合で変動値を比較し、標準マーカーとしての妥当性を検討した。
B3 を使用した場合、B2 から B4 の間に位置するサンプルバンドの中で-1 以上の高い
ln(T-SDS)値を持つバンドが存在したが、B3 を除外した場合はそれらの値が有意に低下
した（p < 0.05; Fig. 2-1-3B）。ところが-1 以下の低い ln(T-SDS)を持つバンドでは、B3 の
使用の有無で有意な差はみられなかった（p = 0.73）。一方、B8 を使用した場合の高い、
あるいは低い ln(T-SDS)s は、使用しなかった場合との間に有意な差がみられなかった
（それぞれ p = 0.66、p = 0.41）。以上から、B3 はそのバンド自体の位置の不安定性のた
めに標準マーカーバンドとしての利用に適さないと思われた。逆に B8 の検討ではその
バンドではなく、その付近の一部のサンプルバンドの位置の不安定性が推察された。こ
の結果により、本研究では B3 のみ標準マーカーバンドから除外することとした。 
定義されたマーカーバンドの基準位置を Fig. 2-1-2 に示した。細菌解析用マーカーの
B3 を除く B1-B10 のバンド位置を Rf 値 0、6.1、32.1、38.8、47.3、55.2、64.2、76.9、100.0
（%）と定義した。同様に、真菌解析用マーカー（DGGE marker IV; 8 バンド、F1-F8）
のバンド位置を Rf 値 0、11.6、26.7、38.3、50.2、69.3、82.2、100.0、線虫解析用マーカ
ー（DGGE marker V; 9 バンド、N1-N9）の N1、N2 を除く（2.1.2.6 項参照）N3-N9 のバ



























Fig. 2-1-3. Variations of band positions of marker DNA (SDM) and sample DNA (SDS) loaded 
in sample lanes. (A) SDMs in both 16-well gel (Mb-16, Mf-16, and Mn-16) and 20-well gel 
(Mb-20, Mf-20, and Mn-20) obtained by loading DGGE Marker III, IV and V, respectively, in 
sample lanes. Closed circles, open circles, and crosses indicate total variations [ln(T-SDM)s], 
within-gel variations [ln(W-SDMs)] and between-gel variations [ln(B-SDM)s], respectively, for 
each band. (B) SDSs obtained by loading bacterial (Sb1 and Sb2), fungal (Sf), and nematode 
(Sn) DNA in 16-well gels (Sb-16, Sf-16, and Sn-16, respectively). Closed circles and triangles 
indicate total variations [ln(T-SDS)s] of Sb1/Sf/Sn and Sb2, respectively. Open circles and 
triangles indicate within-gel variations [ln(W-SDS)s] of Sb1/Sf/Sn and Sb2, respectively. 
Crosses and pluses indicate between-gel variations [ln(B-SDS)s] of Sb1/Sf/Sn and Sb2, 
respectively. These values of Sb1 and Sb2 were calculated without using the B3 marker band as 
a reference position (see text). Additionally, the values of ln(T-SDS) calculated using B3 
included as a reference point are shown as gray circles (for Sb1) and triangles (for Sb2) in the 





マーカーバンド位置の変動（SDM）を Mb、Mf、および Mn を用いて検討した。各バ
ンドの全体の変動、ゲル内の変動、およびゲル間の変動の自然対数値［順に ln(T-SDM)、 
ln(W-SDM)、ln(B-SDM)］（Fig. 2-1-3A）と全バンドの平均値（Table 2-1-2A）を、正規性
の認められたバンドの位置データ（Rf 値）から計算した。Mb、Mf、および Mn のゲル
内の変動［平均 ln(W-SDM)s; 16 ウェルゲルで順に-2.26、-1.91、-1.93、20 ウェルゲルで
順に 2.20、-2.00、-2.01］は、全体の変動［平均 ln(T-SDM)s; 16 ウェルゲルで順に-2.05、 
-1.73、-1.81、20 ウェルゲルで順に-2.07、-1.83、-1.90］となり、有意な差が認められな
かった（順に p = 0.086、0.118、0.483、0.559、0.088、0.412）。しかしながらゲル間の変
動［平均 ln(B-SDM)s; 16 ウェルゲルで順に-2.85、-2.58、-2.80、20 ウェルで順に-3.17、 
-2.70、-3.09］は、全体の変動［ln(T-SDM)s］よりも有意に低かった（全て p < 0.001; Table 
2-1-2A）。16 ウェルゲルと 20 ウェルゲル間では、Mb の ln(B-SDM) を除いて［すなわち
Mb の ln(T-SDM)と ln(W-SDM)、Mf と Mn の ln(T-SDM)、ln(W-SDM)、および ln(B-SDM)
において］、16 ウェルゲルと 20 ウェルゲル間で有意な差はみられなかった（p 値省略）。
これらの結果から、マーカーバンドの全体の変動がゲル間の変動よりもゲル内の変動の
影響を強く受けたことが示唆された。 
サンプルバンド位置の変動（SDS）を Sb1、Sb2、Sf、および Sn を用いて検討した。
すなわち、各バンドの全体の変動、ゲル内の変動、およびゲル間の変動の自然対数値［順
に ln(T-SDS)、ln(W-SDS)、ln(B-SDS)］（Fig. 2-1-3B）と全バンドの平均値（Table 2-1-2B）
を、正規性の認められたバンドの位置データから計算した。Sb1、Sb2、および Sn のゲ
ル内の変動［平均 ln(W-SDS)s; 順に-2.19、-2.18、-2.14］は、全体の変動［平均 ln(T-SDS)s: 




と有意な差がみられなかった（順に p = 0.470、0.492、0.285）。Sf の SDS については、
ゲル内の変動［平均 ln(W-SDS): -1.74］とゲル間の変動［平均 ln(B-SDS): -1.73］は、全




次に、各微生物において 16 ウェルゲルの SDM と SDS を比較した。すなわち 16 ウェ
ルゲルを使用したときの Mb、Mf、および Mn の SDM と、Sb1（あるいは Sb2）、Sf、
および Sn の SDS をそれぞれ比較した。SDS のゲル間の変動［ln(B-SDS)s］は、SDM の
それ［ln(B-SDM)s］よりも異なるバンド間（Rf 値間）の振れが大きかった。すなわち
ln(B-SDS)s の CV の絶対値（Sb1: 0.354、Sb2: 0.441、Sf: 0.213、Sn: 0.531）は、ln(B-SDM)s
の CV の絶対値（Mb: 0.067、Mf: 0.089、Mn: 0.089）よりも極めて高かった。加えて SDS
のゲル間の変動［ln(B-SDS)s］の平均値は、SDM［ln(B-SDM)s］よりも有意に高かった
（全て p < 0.001; Table 2-1-2）。また ln(B-SDS) のの高・低は、ln(T-SDS) の高・低と連
動する傾向にあったが（Fig. 2-1-3B）、SDS のゲル内の変動［ln(W-SDS)］は SDM のそ
れ［ln(W-SDM)］と同様に安定的であった。また SDM のゲル間の変動［ln(B-SDM)s］
も同様に安定的であった。すなわち ln(W-SDS) の CV の絶対値（Sb1: 0.061、Sb2: 0.066、
Sf: 0.055、Sn: 0.093）は、ln(W-SDM)（Mb: 0.067、Mf: 0.089、Mn: 0.089）や ln(B-SDM)
（値は上記参照）のそれと大きな違いが認められなかった。加えて、全バンドの平均
ln(W-SDS) は平均 ln(W-SDM) と大きな違いが認められず（順に p = 0.989、0.995、0.696、 
0.970; Table 2-1-2）、両者は平均 ln(B-SDM) よりも大きかった（p 値省略）。20 ウェルゲ
ルの SDM と 16 ウェルゲルの SDS の比較でも上記と同様の傾向が認められた（p 値省
略）。これらの結果から、SDM と SDS 間ではゲル内の変動値に差がなかったが、SDS






Sf の全体の変動［ln(T-SDS)s］は Sb1、Sb2、Sn よりもバンド間の振れが小さく、ま
た値が低い傾向にあった。すなわち Sf の ln(T-SDS) における CV の絶対値（0.146）が、
Sb1（0.328）、Sb2（0.512）、および Sn（0.394）よりも低く（Table 2-1-2B）、また Sf の
ln(T-SDS)（< -0.875）が Sb1（< -0.062）、Sb2（< -0.343）、および Sn（< -0.170）よりも
低い傾向にあった（Fig. 2-1-3B）。Sf における全体の変動の安定性は、Sf の ln(T-SDS)
が Sb1、Sb2、Sn のようにはゲル間の変動の影響を強く受けなかったこと（2.1.3.3 項）
に起因すると考えられた。 
 
2.1.3.5 DNM と全体の変動との相関 
単回帰分析の結果、最も近いマーカーバンドとの泳動距離（DNM）が大きいほど Sn
の全体の変動［ln(T-SDS)］が大きくなった（p < 0.001）。一方で Sb1 と Sb2（両サンプ
ルのデータを合わせて検討）や Sf では、同様の傾向が認められなかった（Sb1・Sb2: p = 




のバンド間隔（平均 5.6 mm）は線虫解析用マーカー（DGGE Marker V）のバンド間隔
（平均 9.5 mm）よりも狭いため、Sf の各バンドの DNM は Sn の DNM よりも小さい傾
向にあった。それゆえに真菌解析用マーカーの狭いバンド間隔は、Sf の全体の変動が
Sn よりも低かったことと関係していると考えられた。このように Sf と Sn の比較の結
















Fig. 2-1-4. The correlations between ln(T-SDS), and DNM and Rf value. Single regression 
analyses between ln(T-SDS) and (A) DNM (migration distance from the nearest marker band) or 
(B) Rf value were performed for the band positions obtained from bacterial (Sb1 and Sb2), fungal 
(Sf), and nematode (Sn) DNA, respectively, in 16-well gel (Sb-16, Sf-16, and Sn-16, 
respectively). The values of the Rf unit (%) were shown on the top of each graph. Closed circles 
and triangles indicate total variations [ln(T-SDS)s] of Sb1/Sf/Sn and Sb2, respectively. For 
bacteria, the analyses were performed for combined data of Sb1 and Sb2, and a curvature test was 
conducted by quadratic regression for the correlation between ln(T-SDS) and Rf value (x2: p = 
0.063, x: p = 0.071). 
23 
 
Marker IV は DGGE Marker V よりも標準マーカーとして適切と考えられた。しかし、







2.1.3.6 Rf 値と全体の変動との相関 
Sn では Rf 値が高くなると SDS の全体の変動［ln(T-SDS)］が有意に低くなった（p < 
0.01）。一方で Sf では両者の間で有意な相関が認められなかった（p = 0.194）。Sb1 と Sb2
については、中央寄りの Rf 値よりも低い、あるいは高い Rf 値で全体の変動が大きい傾
向にあった（x2: p = 0.063、x: p = 0.071; Fig. 2-1-4B）。本研究では、各マーカー間や各マ
ーカーの異なるバンド間でマーカーバンド間隔が異なるため、Rf 値と全体の変動との
関係についての微生物間の傾向の違いはこれらの要因の組み合わせに起因するであろ
う。その具体例として、Sn でみられた Rf 値が高くなると全体の変動が低くなる傾向は




16 ウェルゲルではゲルの左右両側に近いレーンほど、Mb、Mf、および Mn の SDM
における各レーンの変動［ln(L-SDM)s］が有意に増加した（順に p < 0.05、p < 0.05、p < 
0.001）。一方 20ウェルゲルでは、レーン間で有意な差は認められなかった（順に p = 0.351、












Fig. 2-1-5. Each-lane variations of band positions [ln(L-SDM)s]. ln(L-SDM)s obtained by 
loading DGGE Markers III (Mb: closed circle), IV (Mf: open circle), and V (Mn: open triangle) 
in sample lanes of 16-well gel (M-16) and 20-well gel (M-20) were plotted for distances from 
the edge of a gel, with approximate lines (solid lines for Mb, dotted lines for Mf, and double 




ウェルゲルでは影響を受けなかったことを示している。16 ウェルゲルと 20 ウェルゲル
のバンドパターンの使用範囲（16 ウェルゲル: 88 mm、20 ウェルゲル: 89 mm; Fig. 2-1-1）
がほぼ同じであるため、使用ウェル数や内側のサンプルレーン数（16 ウェルゲル: 2 レ
ーン、 20ウェルゲル: 4レーン; Fig. 2-1-1）が ln(L-SDM) に影響を与えたと考えらえた。
それゆえにレーン間の変動における均一性の観点から、20 ウェルゲルのレーン配置が
16 ウェルゲルよりも適切であると考えられた。具体的には、本研究の 20 ウェルゲルの
レーン配置のように、左右両側のマーカーレーンの間隔よりも中央側の間隔を広く取る
ことで、16 ウェルゲルでみられた相対的に高かった左右両側の変動が低減し、全レー





正規性の認められなかった 10 バンド（2.1.3.1 項）のうち 8 バンドでは、10 枚あるい

















Total variation in SDS
[ln(T-SDS)s]
Sb1 9.4 0.56 3.3 1/15 8 pass -1.05
38.8 0.16 0 2/15 3, 2 pass -0.96
Sb2 16.6 0.65 10.5 0/10 0 - -
25.2 0.4 6.9 1/10 8 pass -2.23
32.2 0.49 0.1 2/10 5, 3 pass -1.36
47.6 0.23 0.3 2/10 5, 5 pass -2.02
63.6 1.62 0.6 0/10 0 - -
Sf 32.1 0.32 5.4 3/10 1, 1, 6 pass -1.52
Sn 53.2 0.25 5.5 2/10 1, 8 pass -1.74




















Table 2-1-3. Band position data that were not normally distributed1. 
1The Kolmogorov-Smirnov test for normality of distribution was performed for the position data of 
each band. 
2IQR: interquartile range 





2.1.4  まとめ 
本研究では土壌細菌、真菌、および線虫群集用の 3 種の DGGE 条件で、マーカーバ
ンドによって標準化されたバンド位置の変動を評価した。大きな割合を占めた正規性デ




SDM と SDS の比較では SDS における大きなゲル間の変動によって、SDS の全体の変
動［ln(T-SDS)］では SDM の全体の変動［ln(T-SDM)］よりもバンド間での振れが大き
く、また全バンドの平均値が高かった。真菌と線虫の ln(T-SDS) の比較により（Fig. 
2-1-4A）、マーカーバンド間隔が狭い方がゲル間の変動が低くなり、全体の変動の低減
につながると考えられた。それゆえに、真菌解析用マーカーの DGGE Marker IV のバン







































2.2.2  実験方法 
2.2.2.1 位置許容差（PT）の決定 
データが正規分布に従う場合、平均値±SD の範囲にデータが含まれる確率は 68％、
平均値±2SD の範囲には 95％となる。そこで危険率 5%未満（p < 0.05）として±2SD
（T-SDS）、すなわち 4×T-SDS の範囲をバンド位置の変動幅（PT）とするのが統計学的
に適切と思われた。この考え方に従って生物種毎に PT（全バンド位置共通の PT）を算
出した。一方 Sn サンプルでは全体のバンド位置の変動［ln(T-SDS)］と DNM（2.1.3.5
項）および Rf 値（2.1.3.6 項）との間に有意な相関が認められたことから（Fig. 2-1-4）、
バンド位置毎に PT をより精度高く推定できる可能性が示唆された。よって ln(T-SDS)
を目的変数、Rf 値と DNM を説明変数とする重回帰分析を行い、バンド位置データを用
いた PT の推定を試みた。 
 
2.2.2.2  PT の中心位置の決定 




[32-35]を用いて得られた細菌 2,522 点（ゲル 270 枚）、真菌 2,542 点（ゲル 279 枚）、線
虫 861 点（ゲル 92 枚）の土壌サンプルのバンドパターンの数値データを用いた。その
数値データに基づき生物種毎に Rf 値尺度で 0.01%毎のバンドの出現頻度を集計し、フ
ーリエ変換および逆変換（周波数の帯域を制限、すなわち高周波帯域を除去）によって
ノイズを低減した。フーリエ変換および逆変換は KaleidaGraph Ver. 3.52 のマクロプログ





2.2.2.3 GelCompar II における PT の検証 
 GelCompar II に付随するバンドマッチング機能を用いるにあたって、2.2.2.1 項で決定
した PT が適切かどうかの検証を行った。検証にあたり、第 2.1 節で用いた土壌 DNA サ
ンプル（Table 2-1-1）のうちの Sb1、Sf、および Sn の DGGE バンド（それぞれ 23、20、
21 バンド；Table 2-1-2B）の複数ゲルに渡る位置データを供試した。各バンドの位置デ
ータに対して、0.5%から 2.0%にかけて 0.1%刻みで段階的に設定した PT 毎にバンドマ
ッチングを行い、バンドマッチング率とバンドマッチング後の位置データに基づくバン
ド位置の変動（SD）を算出した（いずれも全 Rf 値の平均値）。 
 
2.2.2.4 DGGE バンドのシーケンス解析データの集計 
 過去の研究で得られた DGGE バンドのシーケンス解析データを集計し、バンド位置
と微生物の分類群との対応を調べた。およそ PT の範囲で複数のバンドから同一の近縁
種が認められた場合は、それらのバンドの平均 Rf 値と近縁種の対応とした。シーケン




細菌、真菌、および線虫での PT の平均値は、それぞれ 1.02%、1.08%、および 1.02%
（Rf 値尺度に基づく）となった（Table 2-1-2C）。一方で全体のバンド位置の変動
［ln(T-SDS)］を目的変数、Rf 値および DNM を説明変数とした重回帰分析を行った結
果、Sn サンプルでは有意な推定式 ln(T-SDS) = -0.07015 Rf value + 0.130993 DNM 
-1.531654（p < 0.05）が得られた。よって線虫ではこの推定式に基づき各バンド位置の




定式が得られなかったため（データ省略）、細菌・真菌では、PT の平均値を PT と決定
した。 
 
2.2.3.2 バンドマッチングの最適化（2）PT の中心位置 
フーリエ変換および逆変換により、バンド位置で異なる出現頻度の傾向が認められた
［Fig. 2-2-1A/B/C (i)］。また得られた出現頻度の複数のピークは、それぞれその Rf 値付
近で最もバンドの出現しやすい位置を示しており、その付近のバンドが全て同一バンド
（同一塩基配列由来のバンド）である場合は、同一バンドの正規分布の平均位置と近似
すると考えられる。よって、その Rf 値を PT の中心位置とすることでバンドマッチン
グの精度が高まると考えられた。しかし帯域を 1/32 に制限すると、2.2.3.1 項で定めた
PT の範囲に複数のピークがみられる場合があり、複数のバンドが混在している可能性






ピークの出現傾向も異なる。しかし DGGE では PT の範囲内の異なるバンドの識別精度
は統計的に担保されないことから、本研究では概ね PT 以上の間隔でピークが得られた
1/64 に帯域を制限したときの出現傾向のピーク位置を PT の中心位置とみなした。以上
により前項で決定した PT とこの PT の中心位置をバンドマッチングの最適化法のパラ
メータとした［Fig. 2-2-1A/B/C (ii)］。しかし複数の異なるバンドが PT の範囲内に存在




























Fig. 2-2-1. Distribution of detection frequency of DGGE bands. (i) Solid and dotted black lines 
indicate distribution of detection frequency of bands along Rf values of (A) bacterial, (B) fungal, 
and (C) nematode DGGE when the band is limited to 1/64 and 1/32, respectively, in Fourier 
transformation. Similarly, a red solid line indicates tendency of the relative intensity height of 
bands when the band is limited to 1/64. (ii) Central positions (Rf values) of position tolerance 
(PT) with PT ranges for optimized band matching. Peak positions in distribution of detection 
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2.2.3.3 GelCompar II を用いたバンドマッチングの最適化 
GelCompar II のバンドマッチング機能で PT を段階的に設定した結果、全ての生物種
で PT が 0.5%から 1%位にかけてバンドマッチング率が顕著に上昇し、またバンド位置
の変動が顕著に低下する傾向があった（Fig. 2-2-2）。バンドマッチング率が最も高くバ
ンド位置の変動が最も低かった範囲は、細菌で PT が 1.0—1.6%、真菌で 1.0—1.4％、線虫
で 1.3—2.0%の範囲であった。よって GelCompar II ではその範囲で PT を設定するのが妥
当と考えられた。細菌と真菌では、2.2.3.1 項で決定した PT（それぞれ、1.02%、1.08%; 
Table 2-1-2C）がその範囲内に入り、それらのPTはGelCompar IIでも適切と推察された。
従って GelCompar II を用いてバンドマッチングを行う際は、その少数第 2 位を切り上げ
て細菌・真菌とも設定値を 1.1%に定めた。線虫では推定式（2.2.3.1 項）に基づいて算
出した PT が 1.02—3.28%の範囲であり、本項の結果の範囲を含んだ。しかし GelCompar 
II では PT を一定値に定める必要があるため、設定値を双方の範囲内の 1.5%と定めた。



































Fig. 2-2-2. Evaluation of position tolerance in the band matching. The same DNA samples 
were loaded in all lanes of all tested gels of (A) bacterial, (B) fungal, and (C) nematode 
DGGE respectively and the band matching was performed using a software package, 
GelCompar II. Black circles indicate ratio that the same bands were classified into the same 
band class when the band matching was performed at each position tolerance. White circles 






























































































































バンドマッチングを行い、続いて 2.2.3.2 項で示された PT の中心位置［Fig. 2-2-1A/B/C 
(ii)］を参照し、不適切と思われたバンドマッチングを修正していくことを提案する。 
 
2.2.3.4 バンド位置と微生物の分類群との関係   
過去に行った DGGE バンドのシーケンス解析データを集計した結果を Table 2-2-1 で
示した。バンドのシーケンス解析の集計の結果、そのうちのいくつかの Rf 値からは同
一の分類群の近縁種が頻出した。具体的には真菌で Rf-11.7（Mortierella 属）、Rf-31.6
（Pythium 属）、Rf-38.7（Fusarium 属）、Rf-62.6（Chaetmiaceae 科）、線虫で Rf-24.6
（Acrobeloides 属）、Rf-40.6（Tylenchida 目）、Rf-59.3（Pratylenchus 属）、Rf-77.3・Rf-79.2
（Enoplea 綱）が挙げられる（Table 2-2-1）。細菌ではデータ量が少なく、同一の分類群
が頻出した Rf 値は見い出せなかった。Table 2-2-1 で示した Rf 値のうち、真菌の Rf-39.4
と線虫の Rf-39.5、Rf-58.6 は Fig. 2-2-1 で示した PT の範囲に含まれなかった。しかしそ
れらの Rf 値ではバンドの出現頻度が高く、相対強度の高いバンドが検出される傾向が













A taxonomic group was determined for each sequence data based on National Center for 
Biotechnology Information (NCBI). When the same close relative is found from plural 
bands, an average Rf value of the plural bands and a corresponding taxonomic group are 
shown. 




Phylum Class Order Family Genus
Bacteria 18.0 2 Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Enterobacter
20.6 1 Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas
20.6 1 Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Cellvibrio
21.0 2 Firmicutes Bacilli Lactobacillales Weissella
27.2 2 Proteobacteria Alphaproteobacteria
32.8 3 Chloroflexi Ktedonobacteria Ktedonobacterales Ktedonobacteraceae Ktedonobacter
32.8 3 Actinobacteria Actinomycetales Streptomycetaceae Streptomyces
33.1 2 Actinobacteria Actinomycetales Corynebacteriaceae Corynebacterium
41.0 3 Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes Gemmatimonadales
51.0 3 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus
54.9 3 Acidobacteria
60.2 2 Proteobacteria Gammaproteobacteria
64.8 2 Proteobacteria Alphaproteobacteria
67.3 2 Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Mycobacteriaceae
67.8 4 Streptophyta Liliopsida Poales Poaceae Bambusa
70.7 2 Actinobacteria Actinomycetales Micromonosporaceae Rugosimonospora
85.6 2 Chloroflexi Ktedonobacteria Ktedonobacterales Thermosporotrichaceae
Fungi 7.0 2 Basidiomycota Agaricomycetes Cyphellaceae
11.7 17 Mortierellales Mortierellaceae Mortierella
22.5 2 Ascomycota
22.8 4 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Hypocrea
23.1 2 Basidiomycota Tremellomycetes Filobasidiales Cryptococcus
25.8 6 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Hypocrea
25.8 5 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma
26.6 5 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium
26.6 2 stramenopiles Oomycetes Pythiales Pythiaceae Pythium
27.0 6 Mucorales Rhizopodaceae Rhizopus
29.0 2 Ascomycota Sordariomycetes Coniochaetales Coniochaetaceae
29.0 2 Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Chaetomium
30.4 5 Basidiomycota Tremellomycetes Tremellales Trichosporon
31.6 8 stramenopiles Oomycetes Pythiales Pythiaceae Pythium
31.7 3 Mucorales Rhizopodaceae Rhizopus
32.5 3 Ascomycota Pezizomycetes Pezizales Ascodesmidaceae Eleutherascus
33.8 2 Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus
34.1 2 Mucorales Mucoraceae Amylomyces
34.3 7 Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Plectosphaerellaceae
36.3 3 Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus
36.7 2 Basidiomycota Ustilaginomycetes Ustilaginales Ustilaginaceae Sporisorium
37.0 4 Ascomycota Leotiomycetes Pseudeurotiaceae Pseudogymnoascus
37.1 2 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria
38.9 3 Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus
39.4 14 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium
48.8 2 Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Polyporaceae Pycnoporus
50.2 2 Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Mycosphaerellaceae
52.4 2 Mucorales Cunninghamellaceae Cunninghamella
52.8 3 Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales
54.8 2 Ascomycota Eurotiomycetes Chaetothyriales mitosporic Herpotrichiellaceae
62.6 5 Ascomycota Chaetomiaceae Humicola
62.6 2 Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Chaetomium
62.6 2 Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Thielavia
65.4 2 Ascomycota Eurotiomycetes Chaetothyriales mitosporic Herpotrichiellaceae
66.0 2 Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae
69.3 2 Basidiomycota Tremellomycetes Cystofilobasidiales Cystofilobasidiaceae Cystofilobasidium
73.5 2 Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Chaetomium
75.9 6 Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Pichiaceae Pichia
82.2 2 Arthropoda Collembola Bourletiellidae
95.6 2 Arthropoda Arachnida Oribatida Brachychthoniidae Liochthonius
100.5 2 Arthropoda Collembola Bourletiellidae
Nematoda 18.5 2 Nematoda Chromadorea Ascaridida Cucullanidae Truttaedacnitis
24.3 8 Nematoda Chromadorea Rhabditida Cephalobidae Acrobeloides
29.4 2 Nematoda Chromadorea Rhabditida Cephalobidae Acrobeloides
39.5 2 Nematoda Chromadorea Tylenchida
43.0 2 Nematoda Chromadorea Rhabditida Cephalobidae Acrobeloides
46.7 3 Nematoda Chromadorea Ascaridida Cucullanidae Truttaedacnitis
58.6 7 Nematoda Chromadorea Tylenchida Pratylenchidae Pratylenchus
64.4 2 Nematoda Enoplea Triplonchida Tobrilidae
72.3 2 Nematoda Chromadorea Diplogasterida Neodiplogasteridae Pristionchus
73.2 3 Nematoda Chromadorea Rhabditida Rhabditidae Rhabditis
73.5 2 Nematoda Enoplea Dorylaimida Longidoridae Xiphinema
75.4 4 Nematoda Enoplea Triplonchida Tobrilidae
77.6 6 Nematoda Enoplea Dorylaimida Aporcelaimidae Aporcelaimellus
78.6 2 Nematoda Enoplea Triplonchida Prismatolaimidae Prismatolaimus
79.9 2 Nematoda Enoplea Mononchida Mononchidae Mononchus
81.8 2 Nematoda Enoplea Triplonchida Tobrilidae Tobrilus
82.1 2 Nematoda Chromadorea Tylenchida Tylenchidae Filenchus
87.4 3 Nematoda Chromadorea Rhabditida Rhabditidae Parasitorhabditis
88.1 2 Nematoda Chromadorea Monhysterida Monhysteridae Tridentulus
88.5 3 Nematoda Chromadorea Rhabditida
88.8 2 Nematoda Enoplea Triplonchida Prismatolaimidae Prismatolaimus
91.0 3 Nematoda Chromadorea Araeolaimida Plectidae
92.5 1 Nematoda Enoplea Dorylaimida Dorylaimidae Wilsonema
93.7 7 Nematoda Chromadorea Monhysterida Monhysteridae
95.4 2 Nematoda Enoplea Dorylaimida Dorylaimidae Wilsonema
95.9 2 Nematoda Chromadorea Araeolaimida Haliplectidae
97.6 2 Nematoda Chromadorea Rhabditida Cephalobidae Cephaloboides
99.7 8 Nematoda Enoplea Triplonchida Tobrilidae Tobrilus



































性があるため、表土を鎌で削ってから深度 0–15 cm の土壌を検土杖等で採取した。採取




壌水分が 60％程度となるまで蒸留水を添加して DNA 抽出に供試し（供試量：0.4 mL）、




3 連で DNA 抽出と PCR-DGGE を行った場合、経験的に 3 連のバンドパターンがしばし
ば異なる。このことから第 3.2 節の真菌群集の解析では 3 連で DNA 抽出と PCR-DGGE
を行い、DGGE データの主成分分析によりその中から中間的なスコアのサンプルを選定
して解析に用いた（3.2.2.5 項）。なお 3 連のうちの 1 つで極端値をとる場合があるため、




の解析では、DNA 抽出から PCR-DGGE までの工程を 1 連で行った。これに関連して
Ranjard ら[70]は、DNA 抽出への土壌の供試量が 1 g 以下では真菌群集の解析結果にば









































DGGE で泳動するサンプル量は同一 DNA 量（土壌微生物の群集解析では、ウェルの
大きさによって 100—200 µg 程度）に調整するため、各レーンのバンド強度の合計値は
理論的に同程度となるはずである。しかし実際にはその合計値がレーン間で大きく異な
ることがある。原因としては、サンプル間の DNA 純度の違いで同一 DNA 量に統一で
きなかった可能性や、解析範囲外にバンドが存在したために解析範囲内のバンドの合計
強度が低下した可能性が考えられる。よって本研究では、解析対象範囲のバンドの合計




れたことから、パラメトリックな考え方において PT と PT の中心位置を決定し、バン
ドマッチングの最適化を図った。PCR-DGGE 標準解析法を用いる際はこれを利用する
ことでバンドマッチングの精度向上と効率化が期待できる。また適宜生のゲル画像に立


















Fig. 2-2-3 Procedure of optimized PCR-DGGE methods. 1Position tolerance. The band matching 
with and without using gel analysis software package (GelCompar II) is shown. 
Soil sampling (paragraph 2.2.4.1)
DNA extraction (paragraph 2.2.4.1)
PCR-DGGE (paragraph 2.2.4.2)
Band detection (paragraph 2.2.4.3)
Normalization of band position
Conversion to relative intensity (paragraph 2.2.4.4)
Setting PT1
(paragraph 2.2.3.3)
Correction of the center position of PT
(paragraph 2.2.3.2)
Software package
Setting PT1 and the 

















 3.1 節で用いた 5 地点、北海道芽室市（芽室）、福島県福島市（福島）、茨城県つくば
市（つくば）、神奈川県平塚市（平塚）、および青森県弘前市（弘前）の農地土壌サンプ
ルのうち、弘前を除く 4 地点のサンプルの細菌、真菌、および線虫群集の DGGE ゲル
画像を本検証のテストサンプルとして用いた（Table 2-3-1、3.1.3.1 項）。 
 
2.3.2.2 検証方法 
DGGE ゲル画像の処理の工程のうち、GelCompar II による解析レーンの指定、バンド
位置の標準化、およびバンドの検出までを 2.1.2.6 項に準じて行い、続いて次の 3 種の
条件でバンドマッチングを行った。すなわち①GelCompar II に付随するプログラムで計
算された最適 PT を用いた場合、②2.2.3.3 項で決定した GelCompar II の PT を用いた場
合、さらに③②の数値データについて PT の中心位置の補正をした場合（2.2.3.2 項）で
ある。③ではその補正によりバンドクラスが減少し、バンドクラスに割り当てられない
バンドが生じたが、適宜バンドクラスを追加してバンドを割り当てた。①の PT は細菌、
真菌、線虫の順に 0.59%、0.48%、および 0.72%と計算された。②の PT は 2.2.3.3 項で
















Memuro M●g7 2 (2) 8.5 2007/7/18 Green manure
 (Hokkaido) M●c7 2 (2) Control
M○g7 2 2007/8/15 Green manure
M○c7 2 Control
Fukushima F●m7 2 (1) 13.8 2007/8/28 Cattle manure
 (Fukushima) F●n7 2 (2) Non fertilizer
F●c7 2 (1) Chemical fertilizer
F○m7 2 2007/10/25 Cattle manure
F○n7 2 Non fertilizer
F○c7 2 Chemical fertilizer
F●m8 2 2008/8/27 Cattle manure
F●n8 2 Non fertilizer
F●c8 2 Chemical fertilizer
F○m8 2 2008/10/17 Cattle manure
F○n8 2 Non fertilizer
F○c8 2 Chemical fertilizer
Tsukuba H●m7 2 (2) 15.5 2007/5/14 Cattle manure
 (Ibaraki) H●c7 2 Swine manure
H○m7 2 (2) Chemical fertilizer
H○c7 2 2007/9/18 Cattle manure
H●m8 2 Swine manure
H●c8 2 Chemical fertilizer
H○m8 2 2008/5/16 Cattle manure
H○c8 2 Swine manure
T●m7 2 Chemical fertilizer
T●s7 2 2008/10/3 Cattle manure
T●c7 2 Swine manure
T○m7 2 Chemical fertilizer
Hiratsuka T○s7 2 (2) 16.7 2007/9/2 Cattle manure
(Kanagawa) T○c7 2 (2) Chemical fertilizer
T●m8 2 2007/11/28 Cattle manure
T●s8 2 Chemical fertilizer
T●c8 2 2008/9/10 Cattle manure
T○m8 2 Chemical fertilizer
T○s8 2 2008/11/20 Cattle manure
T○c8 2 Chemical fertilizer
Hirosaki A09n 3 11.1 2009/7/17 Non fertilizer
 (Aomori) A09c 3 Chemical and organic fertilizer
A10n 3 2010/7/30 Non fertilizer
A10c 3 Chemical and organic fertilizer
A11n 3 2011/8/2 Non fertilizer













































1Number in parentheses indicate the number of replicates that were used in a study reported by Bao et. al. 
[42]. 
  








multi-dimensional scaling, NMDS）を行った。2-way クラスター分析にはユークリッド距
離・ウォード法を、NMDS の類似度指数には Bray-Curtis 指数を採用した。2way クラス

























2.3.3.2 2-way クラスター分析によるバンドの解析 
 2-way クラスター分析では①から②へ最適化の過程が進むにつれて、バンドクラスの
数が細菌、真菌、線虫の順に、111、105、81 から 74、54、54 へと大きく減少した（Fig. 


















Fig. 2-3-1. Evaluation of optimized band matching methods for (A) bacterial, (B) fungal, and (C) nematode 
DGGE profiles. 2-way cluster analysis (left side) and Non-metric multi-dimentional scaling (right side) 
were performed for evaluating (i)-(iii) band matching methods. The band matching was performed by using 
position tolerance (i) calculated by the software (GelComar II) program and (ii) based on variation in band 
position in this study. (iii) Optimized band matching methods which central Rf values of position tolerance 
were corrected after (ii) methods. Blue, red, yellow, and green bars and circles indicate Memuro, 




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Fig. 2-3-1. (continued) 






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































土壌群の 1 つである。黒ボク土からの DNA 抽出は困難とされていたが、PCR-DGGE 標
準解析法では、この土壌群の解析が支障なく行えるようになった。このような背景のも








て、要因のそれら 3 群集へ及ぼす影響を評価することを目的とした。 
 
3.1.2 実験方法 
3.1.2.1 供試土壌、DNA 抽出および PCR-DGGE 
北海道芽室市（芽室）、福島県福島市（福島）、茨城県つくば市（つくば）、神奈川県
平塚市（平塚）、および青森県弘前市（弘前）の 5 地点の黒ボク農地土壌を用いた（Table 
54 
 




同様にして福島と平塚では 2008 年度および異なる時期のサンプルを、つくばでは 2008
年度、異なる時期、および異なる肥培管理のサンプルを追加した（Table 2-3-1）。また弘
前のサンプルは 3.2 節で用いたサンプルと同一である（3.2.2.1 項）。これらのサンプル
の土壌採取、DNA 抽出、および PCR-DGGE については、2.1.2.1 項—2.1.2.3 項に準じて
行った。 
 
3.1.2.2 DGGE ゲル画像の処理 
GelCompar II による解析レーンの指定、バンド位置の標準化、およびバンドの検出ま


















意だった要因のうち、NMDS、2 種の PCA、および 2-way クラスター分析に共通して認
められた要因を採用した。 
 
3.1.3  結果および考察 












































































































































































































































































































































































































































































































Fig. 3-1-1. Statistical analyses based on PCR-DGGE profiles of soil (A) bacterial, (B) fungal, and 
(C) nematode communities including all sampling site. 2-way cluster analysis (upper side) and 
Non-metric multi-dimentional scaling (lower side) were performed. Blue, red, yellow, green, and 
purple bars and circles indicate Memuro, Fukushima, Tsukuba, Hiratsuka, and Hirosaki samples, 
respectively. Bold lines indicate bands which tended to be detected in all sampling site. 
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うち Rf 値で真菌の 11.8、38.8 および線虫の 23.8 と 58.8 は、過去のシーケンスデータに






ぞれ p < 0.001、 p < 0.01、および p < 0.01）、および肥培管理の線虫群集への影響（p < 0.05）
が認められた（Table 3-1-1）。NMDS・PCA・2-way クラスター分析でも同様の傾向がみ
られたが、線虫では時期の影響が肥培管理の影響より強かった（Fig. 3-1-2A）。福島で
は PERMANOVA の結果、3 群集への肥培管理の影響（全て p < 0.001）、細菌・真菌群集
への年度の影響（全て p < 0.05）、および細菌群集への時期の影響（p < 0.01）が認めら
れた。その影響が認められた組み合わせのうち、NMDS・PCA・2-way クラスター分析
では、肥培管理の 3 群集への影響が共通して認められたものの、その他の影響は明確に 
60 
 
Table 3-1-1. Permutational multivariate analysis of variance (PERMANOVA) 
based on PCR-DGGE profiles of soil microbial communities. 
Factors that affected soil microbial communities at 5 sampling sites were 
examined. The p values with red and blue colors indicate factors that 
affected the most and the second most, respectively, based on a common 
result obtained by PERMANOVA, non-metric multi-dimensional scaling, 
principal component analysis, and 2-way cluster analysis. The p values with 
black colors indicate that a common result was not obtained among all 
statistical analyses conducted. 1A factor that affected the most was not 
clearly determined. 
Sampling site Factor Bacteria Fungi Nematoda
Memuro Fertilizer p=0.169 p=0.152 p=0.033
Period p<0.001 p=0.004 p=0.002
Fukushima Fertilizer p<0.001 p<0.001 p<0.001
Year p=0.023 p=0.023 p=0.064
Period p=0.003 p=0.075 p=0.127
Tsukuba Fertilizer p=0.027 p=0.002 p<0.0011
Year p<0.001 p=0.023 p<0.0011
Period p=0.007 p=0.402 p=0.016
Hiratsuka Fertilizer p=0.134 p=0.350 p=0.243
Year p<0.001 p<0.0011 p<0.001
Period p=0.013 p<0.0011 p=0.012
Hirosaki Fertilizer p<0.001 p<0.001 p<0.001








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































B44.3 ○g ○c’ ○g’ ○c ●c ●c′ ●g’ ●g
Fig. 3-1-2. Statistical analyses based on PCR-DGGE profiles of soil microbial communities at 5 sampling 
sites. (i) Non-metric multi-dimentional scaling. (ii) Principal component analysis (PCA) on a 
variance-covariance matrix. (iii) PCA on a correlation matrix. (iv) 2-way cluster analysis. The number 
following ‘B’, ‘F’, and ‘N’ indicate Rf values (%) of bands in bacterial, fungal, and nematode profiles, 
respectively. Yellow, green, and orange circles or bars indicate samples in 2007 (or 2009), 2008 (or 2010), 
and 2011 respectively. Circles with gray solid lines and gray dotted lines indicate samples obtained from 
different sampling periods. Black bars in (iv) indicate band classes which tended to be detected in all samples.  
(A) Memuro site. Each sample is indicated according to sampling date (black or white circle), fertilizer 
management (g: green manure treatment, c: control), and replicate number (without an apostrophe: 1st 
replicate, with an apostrophe: 2nd replicate; refer to Table 2-3-1). Light green and light blue circles or bars 






Fig. 3-1-2. (continued) 
(B) Fukushima site. Each sample is indicated according to sampling date (black or white circle), fertilizer 
management (m: cattle manure application, c: chemical fertilizer application, n: non-fertilizer application), 
year (7: 2007, 8: 2008), and replicate number (without an apostrophe: 1st replicate, with an apostrophe: 2nd 
replicate; refer to Table 2-3-1). ). Pink, blue, and light blue circles or bars indicate samples of cattle manure, 





































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Fig. 3-1-2. (continued) 
(C) Tsukuba site. Each sample is indicated according to sampling date (black or white circle), fertilizer 
management (m: cattle manure application, s: swine manure application, c: chemical fertilizer application), 
year (7: 2007, 8: 2008), and replicate number (without an apostrophe: 1st replicate, with an apostrophe: 2nd 
replicate; refer to Table 2-3-1). ). Light purple, pink, and blue circles or bars indicate samples of cattle 








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Fig. 3-1-2. (continued) 
(D) Hiratsuka site. Each sample is indicated according to the sampling date (black or white circle), fertilizer 
management (m: cattle manure application, c: chemical fertilizer application), year (7: 2007, 8: 2008), and 
replicate number (without an apostrophe: 1st replicate, with an apostrophe: 2nd replicate; refer to Table 
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Fig. 3-1-2. (continued) 
(E) Hirosaki site. Each sample is indicated according to fertilizer management (n: non-fertilizer application, c: 
chemical and organic fertilizer application), year (7: 2007, 8: 2008, and 9: 2009), and replicate number 
(without an apostrophe: 1st replicate, with an apostrophe: 2nd replicate, with double apostrophes: 3rd replicate; 
refer to Table 2-3-1). ). Light blue and purple circles or bars indicate samples of non-fertilizer and chemical and 

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































上で大きく重なる部分があった。つくばでは PERMANOVA の結果、3 群集への肥培管
理（それぞれ p < 0.05、p < 0.01、および p < 0.001）、および年度（それぞれ p < 0.001、 p 





PERMANOVA の結果、3 群集への年度（全て p < 0.001）、および時期（それぞれ、p < 0.05、
p < 0.001、および p < 0.05）の影響が認められた。その影響が認められた組み合わせの
うち、NMDS・PCA・2-way クラスター分析でも同様の傾向がみられたが、細菌群集で
は時期、線虫群集では年度の影響が強かった。真菌群集では時期と年度の影響の大小は
明確でなかった（Fig. 3-1-1D）。弘前では PERMANOVA の結果、肥培管理の 3 群集への
影響（全て p < 0.001）と細菌・線虫群集への年度の影響が認められた（それぞれ p < 0.05、















このように PERMANOVA で要因の影響が有意であっても、NMDS・PCA・2-way ク
ラスター分析で明確でない場合があった。しかし p < 0.001 のときは、それ以外の解析

























































































































































































































































































































































3.1.4  まとめ 



























































3.2.2.1 供試土壌、DNA 抽出および PCR-DGGE 
本研究では自然栽培管理のリンゴ園「奇跡のリンゴ園」（木村昭則氏所有、N 園）を
調査対象とした[104]。このリンゴ園は日本最大のリンゴ生産地である青森県弘前市の







毎年 4 月から 8 月の間に化学殺虫剤が散布されるが、除草剤は不使用である。N 園では
年に 1–2 回、C 園では年に 4–6 回下草刈りが行われるが、両園とも刈り取り草の園外搬
出はなく不耕起管理である。以上から、N 園は C 園よりも相対的に化学的攪乱が顕著に
少なく、また物理的攪乱が少ない栽培管理が行われていると考えられる。両園とも 20
年以上商業生産が行われている。 
土壌採取は 2009 年 7 月 17 日、2010 年 6 月 30 日、2011 年 8 月 2 日の 3 年に渡って行
った。園地面積は N 園で 0.4 ha、C 園で 0.7 ha である。両園地は 3 区画に分割し、それ
ぞれを疑似反復とみなして 3 反復で調査を行った。各反復では 5 樹から、1 樹につき樹
冠の縁に沿った 5 地点、計 25 地点の土壌を採取した。土壌採取の他の工程、DNA 抽出、





2 mm で篩別した土壌（湿潤土）を用いて EC を測定した。湿潤土の一部を風乾して
さらに 2 mm で篩別し、pH と以下の項目の分析に供試した。トルオーグ（可給態）リ







インドフェノール法）は SFP-2（Fujihira Industry Co., Ltd., Tokyo, Japan）で測定した。 
 
3.2.2.3 定量 PCR 
細菌 16S rDNA と真菌 18S rDNA のコピー数は StepOnePlus™ Real-Time PCR system
（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）と SYBR○R  Premix Ex Taq™（Takara Bio, Otsu, 
Japan）を用いて定量した。プライマーセットは細菌では F984 と R1378 を、真菌では
NS1 と R-Fung をそれぞれ用いた。反応液の組成は SYBR Premix Ex Taq 10 µL、各プラ
イマー 0.4 µL、BSA 0.2 µL、ROX Dye 0.4 µL、10 倍希釈の土壌 DNA 1 µL とし、全量を
20 µL とした。反応条件は 94°C 2 分、（94°C 15 秒、55°C 30 秒、72°C 30 秒）×35 サイク
ルとした。 
細菌の検量線は Arthrobacter pascens（GenBank/EMBL/DDBJ accession number KC354454）
と 100%相同の配列をもつクローン V68-M69 の 10 倍希釈液（102–107 copies/μL）を用いて
作成した。同様に、真菌の検量線は Mortierella alpina（AY54609）と 100%相同の配列を
もつクローン NSFUN-M4 を用いて作成した[46,107]。 
 







Terminator v3.0（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）を用いて行った。プライマー
74 
 
は、細菌ではF984（5′-AA CGC GAA CCT TAC-3′）とR1378を、真菌ではNS1とR-Fung
（5′-AT TCC CCG TTA CCC GTT G -3′）を、線虫ではSSU18AとSSU9R/GC（5′-AG CTG 
GAA CCG-3′）を用いた。反応産物はABI PRISM○R  3100 Genetic Analyzer（Applied 
Biosystems）を用いてシーケンス解析を行った。得られたシーケンスデータを用いて
MEGA 5.2[108]による系統解析を行い、近隣結合法のアルゴリズム[109]によって最適化
された系統樹が作成された。シーケンスデータはDNA Data Bank of Japan（DDBJ; 
http://www.ddbj.nig.ac.jp/）に登録した（アクセッション番号：AB921788–AB921859）。 
 
3.2.2.5 DGGE データの解析方法 
土壌中の微生物の不均一性（2.2.4.1 項）を考慮して、DNA 抽出から PCR-DGGE まで
の工程を 3 連で行った。va-PCA 座標において、その 3 連のスコアのうち原点からのベ
クトルが中間のサンプルを選定して解析に用いた。各バンドはその移動度（Rf 値）で
示し、相対強度に基づいて 3 つの優占グループに分類した。すなわち相対強度 8%以上
のバンドグループを HD、2%以上 8%未満のバンドグループを MD、2%未満のバンドグ
ループを LD と定義した。各 Rf 値につき、検出バンドの相対強度を園地毎に平均した。







ついてはShannon Wiener指数（H′: H′ = -Σpi × ln pi; piは各サンプルにおけるバンドの相対









3 年間の平均値で比較すると、N 園の pH（5.6）は C 園（4.9）よりも有意に高かった
（p < 0.001; Table 3-2-1）。N 園の硝酸態窒素量（14.2 mg/kg）と可給態リン酸量（57.4 mg/kg）
は、C 園（順に 41.2 mg/kg、242 mg/kg）よりも有意に低かった（p < 0.001; Table 3-2-1）。
N 園の全炭素量（76.8 g/kg）は C 園（91.2 g/kg）よりも有意に低かった（p < 0.05）。N
園（6.2 g/kg）と C 園（6.7 g/kg）の全窒素量では有意な差がみられなかった（p < 0.05）。
N 園の CN 比（12.5）は C 園（13.6）よりも有意に低かった（p < 0.01; Table 3-2-1）。 
 
3.2.3.2 微生物の存在量 
3 年間の平均値で比較すると、N 園の土壌細菌のコピー数（2.5 × 108/g 乾土）は C 園
（1.4 × 108/乾土）よりも有意に多かった（p < 0.01; Table 3-2-2）。一方で、N 園の土壌真
菌のコピー数（6.1 × 107/g 乾土）は C 園（8.1 × 107/g 乾土）よりも有意に少なかった（p 
< 0.05）。それゆえに N 園の真菌/細菌の存在比（0.024）は C 園（0.056）よりも顕著に
低かった（p < 0.001）。N 園の線虫密度（3.4 × 103/g 乾土）は C 園（4.8 × 103/g 乾土）よ
りも有意に低かった（p < 0.01; Table 3-2-2）。 
 
3.2.3.3 微生物の多様性 
3 年間の平均値で比較すると、N 園の線虫の H′、R、および E と細菌の E は C 園より


















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































細菌の H′と R および真菌の H′、 R、および E は両園で有意な差が認められなかった（順
に p = 0.62、p = 0.76、p = 0.28、p = 0.43、および p = 0.12; Table 3-2-2）が、真菌の E で
は有意ではなかったものの p 値が低く、3 年間とも N 園の E が C 園よりも高かった。 
 
3.2.3.4 主成分分析 
va-PCA の結果、C 園の真菌と線虫群集の年次変動は N 園より大きかった。主成分ス
コアの結果から、これらの変動にはいくつかの HD バンドが影響したと考えられた（Fig. 
3-2-1A-ii, iii）。これらの HD バンドの Rf 値（小数点以下を四捨五入し、「Rf-」を付す）
は、真菌群集では Rf-12、Rf-27、Rf-39、線虫群集では Rf-18、Rf-24、Rf-46、Rf-98 であ
った。細菌群集については、第一主成分（PC1 軸）方向で両園が明確に分かれて両園の
群集間差が明確であったが、年次変動は認められなかった（Fig. 3-2-1A-i）。一方、co-PCA
では 3 種の微生物群集が第一主成分方向で明確に分かれ（N 園が正側、C 園が負側）、
両園の群集間差が明確に認められた（Fig. 3-2-1B）。それゆえに園地の特徴的なバンド
は PC1 スコアで判断できると考えられた。そこで PC1 スコアが 0.10 以上を N 園の特徴
バンド、-0.10 以下を C 園の特徴バンド、-0.09 以上 0.09 以下、かつ両園で相対強度が比




った 15、30、27 バンド（それぞれ 8、13、11 の Rf 値から検出）から検出された配列の
近縁種を推定した（Table 3-2-3、Fig. 3-2-2）。co-PCA の PC1 スコアに基づき、細菌では
Rf-31（MD）、Rf-67（MD）、Rf-27（MD）、Rf-55（MD）を N 園の特徴バンド、Rf-60（HD）、
Rf-86（MD）、RF-65（MD）、Rf-79（LD）を C 園の特徴バンドとみなした（Fig. 3-2-1B-i）。




Fig. 3-2-1. Principal component analysis of denaturing gradient gel electrophoresis profiles. 
Principal component analysis (PCA) on (A) a variance–covariance matrix (va-PCA) and (B) a 
correlation matrix (co-PCA) were performed based on (i) bacterial, (ii) fungal and (iii) nematode 
profiles. Samples were named according to orchard (N: Orchard-N, C: Orchard-C), year (the last two 
numbers of the year: 09, 10, 11), and replicate (a, b, c). Each band was identified with a relative 
mobility value, termed the relative front (Rf) value (unit: %, rounded to an integer), and the Rf value 
of each band was classified into three dominant groups on the basis of the intensity of the detected 
band: HD (high intensity; red), MD (medium intensity; blue), and LD (low intensity; green). Closed 
inverted triangles indicate Rf values from which detected bands were excised for sequence analysis 
(see Table 3-2-3 and Fig. 3-2-2). On va-PCA, Rf values characteristic of Orchard-N and Orchard-C 
are enclosed in circles named Nat and Conv, respectively, while on co-PCA, Rf values characteristic 




































Accession number Sample origin4 Estimated taxa
Bacteria 31 (MD) 3.5/0.3 0.26 AB921788 N09b the class Alphaproteobacteria
67 (MD) 3.6/1.8 0.22 AB92178990 N09b, N10b the phy lum Actinobacteria
27 (MD) 3.1/0.8 0.21 AB921791–AB921792 C09a, N11b the class Alphaproteobacteria
55 (MD) 5.5/4.5 0.13 AB921793 N09a the phy lum Acidobacteria
AB921794–AB921795 C10b, N10a the phy lum Acidobacteria
65 (MD) 2.7/5.2 -0.17 AB921796–AB921797 C10b, C11c the class Alphaproteobacteria
79 (LD) 0.1/1.3 -0.20 AB921798 C10b the phy lum Chlorof lexi
60 (HD) 3.1/8.1 -0.20 AB921799–AB921800 C10b, C11c the class Gammaproteobacteria
86 (MD) 0.2/2.1 -0.22 AB921801–AB921802 C10b, C11c the phy lum Chlorof lexi
21.8/24.1
Fungi 23 (MD) 4.7/0.6 0.28 AB921803–AB921804 N09a, N09b the genus Cryptococcus  (the phy um
73 (LD) 1.3/0.0 0.25 AB921805–AB921806 N10a, N10b the genus Chaetomium (the order Sordariales)
48 (MD) 5.8/2.1 0.24 AB921807 N09b the order Agaricales (the phy um Basidiomy cota)
AB921808 N11a the order Pleosporales
55 (MD) 3.7/1.6 0.22 AB921809–AB921810 N09a, N09b the order Chaetothy riales
69 (LD) 1.5/0.6 0.13 AB921811–AB921812 N09a, N09b Unknown
12 (HD) 17.8/14.5 0.04 AB921813–AB921814 N10a, C11a the genus Mortierella
29 (MD) 6.6/4.3 0.01 AB921815 N09a the genus Cryptococcus  (the phy um
AB921816 N09b the genus Pythium
AB921817 C09a the order Agaricales (the phy um Basidiomy cota)
AB921818 C11b the genus Fusarium
27 (HD) 10.9/13.6 0.00 AB921819–AB921820 C10b, N10b the genus Pythium
AB921821–AB921822 C09a, C10a the genus Fusarium
37 (MD) 4.3/6.2 -0.15 AB921823–AB921824 C09a, C09b the genus Alternaria  (the order Pleosporales)
53 (MD) 4.1/6.6 -0.20 AB921825–AB921827 C09a, C09b, C10a the genus Capnodiales
39 (HD) 4.4/12.3 -0.21 AB921828–AB921830 C09a, C09b, C11a the genus Fusarium
65 (MD) 0.6/2.3 -0.25 AB921831–AB921832 C09a, C09b the order Chaetothy riales
65.7/64.7
Nematoda 88 (MD) 4.6/0.3 0.23 AB921833–AB921835 N09b5,N10c5,N11b the f amily  Rhabditidae
AB921836 N09b5 the order Triplonchida (the class Enoplea)
AB921837 N10c5 the order Chromadorida
73 (MD) 7.5/2.9 0.22 AB921838–AB921840 N09a, C10c, N11a the f amily  Rhabditidae
77 (MD) 5.4/2.6 0.15 AB921841 N09b the genus Pratylenchus  (the order Ty lenchida)
AB921842 N10c the order Dory laimida (the class Enoplea)
79 (MD) 3.5/1.6 0.13 AB921843–AB921844 N09b, C10c the order Triplonchida (the class Enoplea)
67 (MD) 3.2/1.3 0.10 AB921845 N09b5 the order Ty lenchida
AB921846 N09b5 the order Triplonchida (the class Enoplea)
AB921847 N10c the order Dory laimida (the class Enoplea)
18 (HD) 15.1/14.3 0.05 AB921848–AB921849 C10a, N10b the class Chromadorea
46 (HD) 6.2/9.3 -0.06 AB921850–AB921851 C09c, N09a the class Chromadorea
71 (MD) 0.7/4.8 -0.14 AB921852 C09c the class Chromadorea
24 (HD) 18.5/19.5 -0.14 AB921853–AB921855 C10a, N10b, C11b the genus Acrobeloides  (the f amily
59 (HD) 4.3/10.0 -0.21 AB921856–AB921857 C10a, C11c the genus Pratylenchus  (the order Ty lenchida)





Table 3-2-3. Sequence analyses of denaturing gradient gel electrophoresis bands. 
1The Rf value of each band was classified into three dominant groups on the basis of the intensity of the 
detected band: HD (high intensity), MD (medium intensity), and LD (low intensity). 
2The relative intensities of the detected bands (nine datasets; three replicates × three years) were 
averaged for each Rf value from each orchard. 
3Microbial and nematode communities from Orchard-N and Orchard-C tended to be placed on the 
positive and negative sides of the PC1 axis, respectively. The Rf values considered to be characteristic 






























Thermosporothrix hazakensis SK20-1 (AB500145)
Thermogemmatispora foliorum ONI-5T (AB547913)
uncultured Chloroflexi bacterium SCGR077 (EF522570)
▼Rf-79 [LD, -0.20 (Conv’)] (AB921798)
▼Rf-86 [MD, -0.22 (Conv’)] (AB921801-AB921802)
Acidobacteriaceae bacterium 307 (HQ995660)
Acidobacterium capsulatum DSM 11244T (D26171)
▼Rf-55 [MD, 0.13 (Nat’)] (AB921794-AB921795)
Acidobacteria bacterium IGE-010 (GU187031)
uncultured Acidobacteria bacterium (HM062342)
uncultured Acidobacteriales bacterium (EU449722)
▼Rf-55 [MD, 0.13 (Nat’)] (AB921793)
Corynebacterium diphtheriae NCTC 11397T (X84248)
Rhodococcus rhodochrous SF (AB271142)
Nocardia abscessus IMMIB D-1599 (AF218293)
Mycobacterium phocaicum MBWY-1 (HQ845985)
Mycobacterium fortuitum subsp. fortuitum DSMT (AY457066)
▼Rf-67 [MD, 0.22 (Nat’)] (AB921789-AB921790)



















Hyphomonas polymorpha DSM2665T (AJ227813)
Ponticaulis koreensis DSM 19734T (FM202497)
▼Rf-27 [MD, 0.21 (Nat’)] (AB921791-AB921792)
Rhodospirillaceae bacterium WH149 (EU780215)
▼Rf-65 [MD, -0.17 (Conv’)] (AB921796-AB921797)
Rhizobium giardinii H152T (NR026059)
Rhizobiales bacterium C2 (JQ773443)
▼Rf-31 [MD, 0.26 (Nat’)] (AB921788)
Methylobacterium extorquens IAM 12631 T (AB175632)
Ectothiorhodospira variabilis WN22T (AM943121)
Candidatus Marithioploca araucae CHI016 (FR690996)
Steroidobacter denitrificans FST (EF605262)
uncultured gamma proteobacterium AKYG783 (AY922064)
▼Rf-60 [HD, -0.20 (Conv’)] (AB921799)















Fig. 3-2-2. Neighbor-joining tree based on bacterial 16S rDNA and fungal/nematode 18S rDNA 
sequences. (A) bacteria, (B) fungi, and (C) nematodes analyzed in the present study. Denaturing 
gradient gel electrophoresis bands were identified by their relative mobility values, termed the 
relative front (Rf) values (See Table 3). The terms HD (high intensity), MD (medium intensity), and 
LD (low intensity) indicate dominant groups on the basis of the intensities of the detected bands. 
The numbers in parentheses indicate the PC1 scores of the Rf values by principal component 
analysis on a correlation matrix (see Fig. 3-2-1B). Based on the PC1 scores, the Rf values 
considered to be characteristic of Orchard-N, Orchard-C, or both orchards were classified as Nat′, 
Conv′, or Both, respectively. In those cases when the sequence was detected from only the 
Orchard-N′ or Orchard-C′ sample even though the PC1 score indicated “Both”, the Rf value was put 
as Both or Nat′/Conv′ (Fig. 3-2-2B). Numbers on the branches represent bootstrap values obtained 
from 1000 replications (only values >50% are shown). The bars indicate 0.02 and 0.05 substitutions 































































Exophiala salmonis CBS 157.67 (N856020)
Exophiala alcalophila CBS 520.82 T(JN856010)
Exophiala brunnea CBS 587.66 (JN856013)
Glyphium elatum CBS 268.34 (AF346419)
Ramularia uredinicola CPC 10813 (GU214694)
Cladosporium sphaerospermum (DQ780925)
Devriesia staurophora CBS A374.81 (EF137358)
Massaria anomia M47 (HQ599453)
Ulospora bilgramii CBS 110020 (DQ384071)
Phoma macrostoma  MUCC0084 (AB454216)
Alternaria alternata AA6 (U05194)
Chaetomium globosum DAOM 221179 (JN939003)
Chaetomidium leptoderma CBS 538.74 (AF096171)
Chaetomium thermophilum ATCC 16451 T (JQ067904)
Phialemonium inflatum CBS 263.58 (AY526478)
Kallichroma tethys BCC13048 (AY722099)
Fusarium oxysporum K14 (JF807402)
Fusarium sporotrichioides UAMH 5334 (DQ680059)
Fusarium fujikuroi IMI 58289 (HF679024)
Mortierella hyalina CBS223.35 (AY157493)
Mortierella alpina CBS 210.32 (HQ667501)
Mortierella verticillata CBS 225.35 (JQ040251)
Glomus mycorrhizal symbiont of Marchantia (AJ699070)
Barbatospora ambicaudata TN-49-W4a (KC297614)
Cryptococcus terreus RUB018 (JN938680)
Cryptococcus cf. aerius RUB022(JN938642)
Cryptococcus albidus JCM 2334 T (AB032616)
Fibulobasidium murrhardtense CBS9109 T (GU327540)
Hyphoderma puberum 5387a (DQ873598)
Blastosporella zonata (EU708333)
Tricholoma myomyces DUKE JM98/700 (AF287841)
Psilocybe montana AFTOL-ID 820 (DQ465342)
Pythium rostratum CBS 533.74 (AY598696)
Pythium ultimum var. ultimum CBS 398.51 (AY598657)
Pythium polymastum CBS 811.70 (AY598660)







































▼Rf-29 [MD, 0.01(Both or Nat’)] (AB921816)  
▼Rf-23[MD, 0.28 (Nat’)] (AB921803-AB921804)
▼Rf-53[MD, -0.20 (Conv’)] (AB921825-AB921827)
▼Rf-65 [MD, -0.25 (Conv’)] (AB921831-AB921832)
▼Rf-55 [MD, 0.22 (Nat’)] (AB921809-AB921810)
▼Rf-48 [MD, 0.24 (Nat’)] (AB921808)
▼Rf-37 [MD, -0.15 (Conv’)] (AB921823-AB921824)
▼Rf-73[MD, 0.25(Nat’)] (AB921805-AB921806)
▼Rf-39 [HD, -0.21 (Conv’)] (AB921828-AB921830) 
▼Rf-12  [HD, 0.04 (Both)] (AB921813-AB921814)
▼Rf-48[MD, 0.24 (Nat’)] (AB921807)
▼Rf-69 [LD, 0.13 (Nat’)] (AB921811-AB921812)
Rf-27 [HD, 0.00 (Both or Conv’)] (AB921819-AB921820)


















Rf-27 [HD, 0.00(Both)] (AB921821-AB921822) 



















C Pratylenchus penetrans CA82 (EU130803)
Pratylenchus vulnus CA78 (EU130829)
Pratylenchus crenatus CA81 (EU130800)
Pratylenchus coffeae CA88 (EU130799)
Pratylenchus thornei CA76 (EU130813)
Coslenchus costatus CoslCos (AY284581)
Cephalenchus hexalineatus CeLeHex (AY284594)
Cephalobus persegnis isolate CephPer1 (AY284662)
Acrobeloides maximus isolate wb4  (EU306344)
Acrobeloides apiculatus AcLoApi (AY284673)
Acrobeloides sp. Sourhope farm (AF430496)
Raphidascaris acus N182 (DQ503460)
Truttaedacnitis truttae (EF180063)
Praeacanthonchus punctatus gi62082923 (AY854214)
Achromadora sp. JH-2004 (AY284717)
Prodesmodora circulata (AY284721)
Trischistoma monohystera (AJ966509)
Trischistoma sp. TriSSp3 (FJ969142)
Tripylina tamaki NZST03-2008 (FJ480410)
Tobrilus gracilis (KF144670)
Prismatolaimus cf. dolichurus JH-2004 (A284727)
Prismatolaimus dolichurus (AY593957)
Prismatolaimus intermedius (AF036603)
Aporcelaimellus obtusicaudatus ApoEObt (AY284811)
Allodorylaimus andrassyi (AY284801)
Oxydirus oxycephalus (AY284824)
Pellioditis sp. Sourhope farm ED2008 (AF430626)
Rhabditis cf. terricola JH-2004 (AY284653)
Rhabditis brassicae SB193 (EU196006)
Rhabditella axei DF5006 (RAU13934)
Rhabditis myriophila EM435 (U13936)
Cruznema tripartitum DF5015 (U73449)
















































▼Rf-59 [HD, -0.21 (Conv’)] (AB921856-AB921857)
▼Rf-67 [MD, 0.10 (Nat’) (AB921845) 
▼Rf-77 [MD, 0.15 (Nat’)] (AB921841)
▼Rf-24 [HD, -0.14 (Both)] (AB921850-AB921852)
▼Rf-71 [MD, -0.14 (Conv’)] (AB921852)
▼Rf-46 [HD, -0.06 (Both)] (AB921850-AB921851)
▼Rf-18 [HD, 0.05 (Both)] (AB921848-AB921849)
▼Rf-88 [MD, 0.23 (Nat’)] (AB921837)
▼Rf-67 [MD, 0.10 (Nat’)] (AB921847), Rf-77 [MD, 0.15 (Nat’)] (AB921842)
▼ Rf-79 [MD, 0.13 (Nat’)] (AB921843-AB921844)
▼Rf-88 [MD, 0.23 (Nat’)] (AB921836)
▼ Rf-67 [MD, 0.10 (Nat’)] (AB921846) 
▼ Rf-88 [MD, 0.23 (Nat’)] (AB921833-AB921835)
▼Rf-73 [MD, 0.22 (Nat’)] (AB921838-AB921840) 





















そのうち Rf-31 は Rhizobiales 目に近縁であった（Table 3-2-3、Fig. 3-2-2A）。Rf-60 は
Gammaproteobacteria 綱に近縁であった。これらのバンドの相対強度の合計から、
Proteobacteria 門は両園の最優占門であった（N 園：12.4%、C 園：14.4%）。N 園の特徴
バンドの Rf-67 は Actinobacteria 門に近縁、C 園の特徴バンドの Rf-79 と Rf-86 は
Chloroflexi 門に近縁であった（Table 3-2-3、Fig. 3-2-2A）。 
真菌群集におけるN園の特徴バンドはCryptococcus属（Basidiomycota門; Rf-23、MD）、
Agaricales 目（Basidiomycota 門）あるいは Pleosporales 目（Rf-48、MD）、Chaetothyriales
目（Rf-55、MD）、Chaetomium 属（Rf-73、LD）に近縁であった。分類群が特定できな
い微生物もあった（Rf-69、LD）。C 園の特徴バンドは Fusarium 属（Rf-39、HD）、
Chaetothyriales 目（Rf-65、MD）、Capnodiales 目（Rf-53、MD）、Alternaria 属（Rf-37、
MD）に近縁であった。両園の特徴バンドは Mortierella 属（Rf-12、HD）、Fusarium 属、
あるいは Pythium 属（Rf-27、HD）、異なる４属（Rf-29、MD）に近縁であった（Table 3-2-3、
Fig. 3-2-1B-ii、Fig. 3-2-2B）。これらの結果、上記の C 園での年次変動に関係したバンド
（Rf-12、Rf-27、Rf-39）は Mortierella 属、Fusarium 属、Pythium 属であった。 
線虫群集における N 園の特徴バンドは Rhabditidae 科（Rf-88、MD; Rf-73、MD）、
Chromadorida 目（Rf-88、MD）、Tylenchida 目（Rf-77、MD; Rf-67、MD）、Triplonchida
目（Rf-88、MD; Rf-79、MD; Rf-67、MD）、Dorylaimida 目（Enoplea 綱; Rf-77、MD; Rf-67、
MD）に近縁であった。C 園の特徴バンドは Rhabditidae 科（Rf-98、HD）、Pratylenchus
属（Tylenchida 目; Rf-59、HD）、Acrobeloides 属（Cephalobidae 科; Rf-24、HD）に近縁で
あった。両園の特徴バンドでは Chromadorea 綱の下位の分類群が推定できなかった
（Ascaridida 目との相同性: 91–92%; Rf-18、HD; Rf-46、HD）。Rhabditidae 科と Tylenchida
目は両園で認められたが、それより低い分類レベルでは異なった（Table 3-2-3、Fig. 
3-2-1B-iii、Fig. 3-2-2C）。これらの結果、C 園の年次変動に関係したバンド（Rf-18、Rf-24、




真菌の Rf-48、Rf-29、Rf-27 と線虫の Rf-67、Rf-77、Rf-88 では 1 つの Rf 値から複数
の配列が検出された。逆に真菌の Fusarium 属、Cryptococcus 属、Pythium 属、線虫の
Dorylaimida 目に近縁の配列が複数の Rf 値から検出された（Table 3-2-3）。また、N 園の
特徴バンドは MD と LD のバンドグループのみに属した一方で、C 園の特徴バンドは




本研究における N 園（77 g/kg）と C 園（91 g/kg）の全炭素量は、日本の果樹園（0–
80 g/kg）[111]や農地（2–109 g/kg）[112]の調査値と比べると高い水準であった（Table 
3-2-1）。同様に、N 園（6.2 g/kg）と C 園（6.7 g/kg）の全窒素量は、調査値（0–8 g/kg）
[111,112]と比べると高い水準であった。一方、C 園の可給態リン酸量（242 mg/kg）は日
本の農林水産省の資料に基づく最適範囲内（100–750 mg/kg）[113]であったのに対し、






着目した結果として、第一に N 園の細菌の存在量が C 園より高く、真菌の存在量は
C園より低く、その結果N園の真菌・細菌存在比がC園より顕著に低かった（Table 3-2-2）。
第二に N 園の CN 比（12.5）が C 園（13.6）より有意に低かった（Table 3-2-1）。この真









化といった養分循環の速度が C 園よりも速い可能性が推察された。 
第三に真菌の Basidiomycota 門と Chaetomium 属、細菌の Actinobacteria 門が N 園で特
徴的であった（Fig. 3-2-1b、Table 3-2-3、Fig. 3-2-2）。Basidiomycota 門はリグニンのよう
な植物残渣の生体高分子を分解するのに必要なリグノセルロース分解酵素を保有する



















 N 園の線虫の H′、R、および E と細菌の E は C 園より高く、また真菌の E は C 園よ









群集の安定性は互いに関係すると思われる。また va-PCA の結果、N 園の真菌と線虫の
群集の年次変動は C 園よりも小さく、N 園の真菌・線虫群集の安定性が C 園よりも高
いことが示唆された。以上により、多様性指数と va-PCA の結果から N 園の土壌生態系・
土壌微生物群集の安定性が C 園より高い可能性が推察された。 
 
3.2.4.3 2 種の主成分分析を用いた意義 
va-PCA によって、HD バンドに分類された微生物の影響で、C 園の真菌・線虫群集構
造の年次変動が N 園より大きかったことが示された（Fig. 3-2-1A）。一方で co-PCA で
は、各バンドクラスのバンド強度が標準化され、va-PCA では認められなかった相対強
度の低い MD・LD バンドと両園の微生物群集の関係性が明確となり、MD・LD バンド
からの特徴バンドが探索しやすくなった。また N 園では MD・LD バンドから特徴バン
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ドが認められたのに対し、C 園では MD・LD バンドに加えて HD バンドからも認めら
れ、co-PCA によってこのような群集構造の相違が明確になった。よって N 園の特徴微
生物は MD・LD バンドに対応する微生物で占められると考えられた。これまでに報告





 N 園に特徴的だった MD・LD バンドは、養分循環の促進との関連が報告されている
分類群（Actinobacteria 門、Basidiomycota 門、Chaetomium 属）に近縁であったが（3.2.4.1
項参照）、これらの分類群は N 園のみで特徴的であった。よって別の見方をすると、こ
れらの微生物が慣行栽培に起因する攪乱に敏感な可能性が推察される。このことは耕作
地における Basidiomycota 門の存在量は Ascomycota 門の 10％以下であった[120]、森林




によって支持される。加えて Enoplea 綱に属する Dorylaimida 目[60]の近縁種が N 園の
MD バンドで認められたが、この Drylaimida 目は化学的攪乱に敏感であることが知られ
ている[122]。以上から、N 園の MD・LD バンド由来の微生物は攪乱程度の低い土壌で
は優占的となり、攪乱程度の高い土壌では優占しにくい微生物である可能性が推察され
た。 
 真菌の HD バンドは Fusarium 属と Mortierella 属に、線虫の HD バンドは Pratylenchus
属、Acrobeloides 属（Cephalobidae 科）、Rhabditidae 科に、細菌の HD バンドは
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Gammaproteobacteria 門にそれぞれ近縁であった（Table 3-2-3）。線虫では Ascaridida 目と
低い相同率（91～92％）を示した Chromadorea 綱 の不明種が HD・MD バンドのから認
められたが（Fig. 3-2-2C）、動物寄生性線虫として知られる Ascaridida 目が土壌で優占す
るのは不自然であり、また動物寄生性線虫は農地土壌での優占度が低いとの報告がある
ため[123]、この線虫の特定にはさらなる調査が必要である。N 園でも HD バンドが認め
られたが、C園のHDバンドの相対強度はN園と同程度かそれ以上だった（Table 3-2-3）。
また evenness は優占度の高い種の影響を強く受ける指標であるため、このことは C 園
の微生物群集の E が N 園より低かったことと関連すると思われる。またこれらの HD
バンドに対応した微生物は、慣行栽培管理に適応しやすい可能性がある。このことは、
Cephalobidae 科は化学的に攪乱された土壌や汚染土壌で比較的回復力がある[119]、植物










C 園で優占し、それらの微生物が C 園の土壌生態系の維持に何らかの重要な役割を果た
している可能性が推察された。 
 2.2 節のバンド位置と微生物の対応に基づくと、HD バンドに対応した微生物のうち、













N 園の線虫の多様性指数が C 園より高かったが、このことは線虫の E [127]や H′ 
[86,128]が慣行栽培土壌よりも有機栽培土壌で高かった、H′と R は化学肥料施用土壌よ
りも有機肥料施用の土壌で高かった[74]といった過去の報告によって支持される。一方





菌の richness 推定には PCR-DGGE の検出限界が高い可能性がある。これについては次
項の次世代シーケンス解析で検討を加えた。真菌の多様性指数は両園で有意な差が認め
られなかった。これまでに土壌真菌の多様性に関する報告は少ない。その少ない報告の
























から N 園土壌の養分不足が示唆されたが、N 園で得られた推察と Van der Heijden [7] 
や Wardle [6]の説に基づくと、この低養分条件下で微生物による養分の無機化が促進さ
れることによって養分不足が補われ、植物の生育・生産に寄与している可能性が考えら














種の微生物の PCR-DGGE および定量 PCR の結果に生態学的な見方を加えることで、N
園の土壌生態系の C 園に対する相対的傾向を推察することができた。加えて Van der 











 N 園の硝酸態窒素と可給態リン酸濃度が C 園よりも相対的に低く、CN 比と真菌・細
菌の存在比が、C 園よりも相対的に低かった。また、MD・LD に属する N 園の特徴バ
ンドの中に Basidiomycota 門、Chaetomium 属、Actinobacteria 門の近縁種が認められた。
これらの結果に基づき、N 園の養分循環が C 園よりも促進的な可能性について議論した。
加えて、N 園の線虫群集の H′、R、E と細菌群集の E が C 園よりも高く、また N 園の真
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菌と線虫群集の年次変動が C 園よりも相対的に小さかった。これらの結果から、N 園の
土壌生態系と微生物群集構造が C 園よりも安定的である可能性について議論した。一
方で co-PCA に基づき、C 園の微生物群集は N 園と明確に異なり、HD に属する C 園の
特徴バンドの中に Gammaproteobacteria 門、Fusarium 属、Pratylenchus 属、Cephalobidae








































た。そして真菌・線虫 18S rDNA を用いた検討によって、このゲル間の変動がマーカー






2.2 節では、バンドマッチング法の最適化を中心に PCR-DGGE 解析法の最適化につい
て論じた。まず、2.1 節で示されたバンド位置の変動値に基づいて位置許容差（PT）を
決定し、次に過去のデータに基づいて泳動方向上の PT の中心位置を定めた。そして以





出、そして PCR-DGGE 解析の他の工程における最適化についても触れた。 
2.3 節では、2.2 節で最適化されたバンドマッチング法を、テストサンプルを用いて検
証した。すなわち①最適化前、②位置許容差（PT）の最適化、③PT および PT の中心
位置の最適化、の 3 つの段階を設けて 2 種の微生物群集解析（2-way クラスター分析と
非計量多次元尺度構成法）の結果を比較した。その結果、最適化法では要因の各水準間
差が明確化し、種々の要因の影響評価においてより確度の高い解析を行うことができる
と考えられた。①最適化前、②位置許容差（PT）の最適化、③PT および PT の中心位
置の最適化、を設けて微生物群集解析の結果を比較した 
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